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Sepn. of von Willebrand factor into high and low mol. wt. fractions 
Sepn. of von Wdlebrand factor (vWF) into high and low mol wt 
fractions comprises binding vWF to an affinity column and carrying 
out elufon at different salt concns. Also new are: (1) low mol wt 
fraction (A) of vWF, consisting mainly of dimers and tetramers and 
(2) high mol. wt. fract.cn (B) of at <= 50 (pref. <= 60)% increased 
activity (per mu g. of protein) in platelet aggregation compared with 
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(54) Hochmolekulare und niedermolekulare Fraktionen des von Willebrand-Faktors 

(57) Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein 
Verfahren zur Trennung von vWF in hochmolekularen 
vWF und niedermolekularen vWF, das dadurch gekenn- 
zeichnet ist, dass man den vWF an einem Affinitatstrager 
bindet und dann bei urrterschiedlichen Salzkonzentratio- 
nen eluiert. 
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Beschreibung 

Die Erf indung betrrfft ein verfahren zur Auftrennung von von Willebrand-Faktor in eine hochmolekulare und nieder- 
molekulare Fraktion. 

5 Weiterhin bezieht sich die Erf indung auf eine niedermolekulare Fraktion von von Willebrand-Faktor (vWF) MolekOlen, 

eine hochmolekulare Fraktion von von Willebrand-Faktor Molekulen, sowie eine Mischung aus vWF-Molekulen der nie- 
dermolekularen und hochmolekularen Fraktion. 

Dem von Willebrand-Faktor kommen in der normal ablaufenden Blutgerinnung direkte und indirekte Aufgaben zu. 
Er bindet in einem Kbmplex an den Faktor VIII. Dieser Komplexdient zur Stabilisierung des Faktors VIII. Dieser stabili- 
10 sierte Faktor VIII hat dann wesentiiche Cofaktorfunktion bei der Aktivierung von Faktor X. Der von Willebrand-Faktor 
greift aber auch direkt in die Blutgerinnung ein, indem er die Plattchenaggregation an verletzten Gefassen vermittett. 

Im Plasma zirkuliert der vWF in einer Konzentration von 5-10 mg/l in Form eines nicht-kovalenten Komplexes mit 
dem Faktor VIII. Der vWF ist ein Glycoprotein, welches in verschiedenen Zellen des menschlichen KOrpers gebildet und 
spater in die Zirkulation freigesetzt wird. Dabei wird in den Zellen ausgehend von einer Polypeptidkette mit einem Mole- 
15 kulargewicht von ca. 220000 (vWF-Monomer) durch Ausbildung von mehreren Schwefelbrucken ein vWF-Dimer (pri- 
mares vWF-Dimer) mit einem Molekulargewicht von ca. 550000 gebildet. Aus den vWF-Dimeren werden dann durch 
Verknupfung weitere Polymere des vWF mit immer hdheren Molekulargewichten bis zu ca. 20 Millionen hergestellt. 

Es gibt mehrere Krankheitsbilder, die auf Unter- oder Uberproduktion des von Willebrand -Faktors zuruckzufuhren 
sind. So fuhrt zum Beispiel eine Uberproduktion von vWF zur vermehrten Neigung von Thrombosen, wohingegen eine 
20 Unterversorgung mit vWF eine vermehrte Blutungsneigung oder verlangerte Blutungszeit zur Folge hat. 

Das von Willebrand-Syndrom kann sich in mehreren Erscheinungsformen manifestieren. Alle Formen zeichnen sich 
durch eine verlangerte Blutungszeit aus, die entweder durch absolutes Fehlen eines funktionellen vWF oder durch ein 
abnormes Spektrum in der Multimerenzusammensetzung des vWF begrundet ist. Dabei wurden sowohl Formen der 
von Willebrand Disease diagnostiziert, bei denen die Multimerenbildung reduziert ist, als auch Formen, bei denen die 
25 niedermolekularen vWF-Molekule kaum vorhanden sind. Andere Formen wiederum zeigen zwar hoch- und niedermo- 
lekulare vWF-Molekule, ihre Konzentration beziehungsweise ihr Verhaltnis zueinander ist aber gegenuber einer gesun- 
den Person drastisch verringert beziehungsweise verandert. 

Der Mangel an vWF kann auch eine Hamophilie A hervorrufen, da der vWF, wie oben erwahnt, ein wesentlicher 
Bestandteil des funktionellen Faktors VIII ist. In diesen Fallen ist die Halbwertszeit des Faktors VIII derart verringert, 
30 dass er seine speziellen Funktionen in der Blutgerinnungskaskade nicht wahrnehmen kann. 

Sowohl alle Erscheinungsformen des von Willebrand-Syndroms als auch die auf den Mangel an vWF zuruckzufOh- 
rende Form der Hamophilie A wurden bisher durch Ersatz des fehlenden vWF durch intravenflse Infusionen mit Kon- 
zerrtraten aus Blutplasma, die entweder vWF-Faktor Vlll-Komplex oder angereicherten vWF enthalten, behandelt. In 
beiden Krankheitsfallen ist zwar einerseits die Gabe von Faktor VIII nicht notwendig, die praparative Abtrennung des 
35 vWF von Faktor VIII aber technisch sehr schwierig bis unmOglich. 

Urn die genaue Funktion der hochmolekularen vWF-MolekOle einerseits und der niedermolekularen vWF-Molekule 
andererseits zu eruieren, suchte man Wege, diese Fraktionen in angereicherter Form zu gewinnen. Wagner D.D. et al 
(J. Cell Biol. 101:112, 1985) verhindern durch Zugabe von Monensin in vitro die Multimerenbildung und schliessen aus 
verschiedenen Versuchen, dass die niedermolekulare Form des vWF nicht funktionell ist. Dahingegen kOnnen Senogles 
40 S.E. et al (J. Biol. Chem. 258:12327, 1983) keine Funktionsurrterschiede in der Ristocitin vermittelten Plattchenaggre- 
gation bei hochmolekularen und niedermolekularen Formen des vWFf inden. Sie erhalten die niedermolekularen Formen 
durch Reduktion der Schwefelbrucken von hochmolekularen vWF-MolekOlen. Aihara M. et al (Tohoku J. exp. Med. 
153:169. 1985) beobachten eine geringere Bindungsfahigkeitder vWF-MolekOle von Patienten mit Willebrand-Syndrom 
der Type Ha an Collagen in einer Aff initatschromatographie. Diese Art des von Willebrand-Syndroms ist durch das Fehlen 
45 der hochmolekularen Molekule des vWF charakterisiert. 

In der Literatur gibt es zahlreiche Verfahren, die eine analytische Trennung von hochmolekularen und niedermole- 
kularen Formen des von Willebrand-Faktors beschreiben, urn Aussagen Ober das Mengenverhaltnis der beiden Formen 
zuzulassen. Als Beispiel sei hier eine Publikation von Baillod et al in Thrombosis Res. 66:745, 1992 genannt. Ein pra- 
paratives Verfahren zur Trennung von niedermolekularen und hochmolekularen Formen wurde bisher jedoch nicht 
so beschrieben. 

Aufgabe der vorliegenden Erf indung ist es. ein praparatives Verfahren zur Auftrennung von von Willebrand-Faktor 
(vWF) in eine hochmolekulare und niedermolekulare Fraktion von von Willebrand-Faktor zu entwickeln. 

Diese Aufgabe wird gelOst durch ein Verfahren zur Trennung von vWF. insbesondere von rekombinarrtem von Wil- 
lebrand-Faktor, in hochmolekularen vWF und niedermolekularen vWF, das dadurch gekennzeichnet ist. dass man den 
55 vWF an einem Affinitatstrager bindet und dann bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen eluiert. 

Bevorzugte Ausfuhrungsfbrmen sind in den Unteranspruchen 2 bis 13 beschrieben. 

Bei einer besonders bevorzugten AusfOhrungsform der vorliegenden Erfindung wird die Trennung in einem Ca**- 
freien Puffersystem durchgefflhrt. Auf diese Weise lassen sich hochmolekulare vWF-Fraktionen oder hochmolekulare 
rvWF-Fraktionen, die eine besonders hone physiologische Aktivitat besrtzen. mit guten Ausbeuten erhalten. 
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Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine niedermolekulare Fraktion von vWF-Molekulen, die 
Dimere und Tetramere enthait, wobei die Dimere und Tetramere aus identischen vWF-Untereinheiten bestehen. Des 
weiteren betrifft die Erfindung eine niedermolekulare Fraktion von vWF-MolekQIen. die nach einem Verfahren gemass 
einem der AnsprQche 1 bis 13 erhartlich ist. 
5 Bevorzugte Ausfuhrungsformen sind in den UnteransprOchen 16 bis 20 beschrieben. 

Die voriiegende Erfindung bezieht sich auch auf eine hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekulen, die eine um 
mindestens 50%, vorzugsweise 60 % verbesserte Aktivitat pro jig Protein in der Piattchenaggregation aufweist, vergli- 
chen mit der physio log isch en Mischung von hochmolekularen und niedermolekularen vWF-Molekulen. Des weiteren 
umfasstdie Erfindung eine hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekulen erhaitiich nach einem Verfahren gemass einem 
w der Anspruche 1 bis 13. Die Aktivitat pro \xjq Protein kann erfindungsgemass noch weiter gesteigert werden. 

Bevorzugte AusfOhrungsformen der hochmolekularen Fraktion sind in den UnteransprOchen 23 und 24 beschrieben. 

Weiterhin bezieht sich die Erfindung auf eine Mischung aus der niedermolekularen Fraktion von vWF-MolekOlen 
gemass einem der Anspruche 14 bis 20 und der hochmolekularen Fraktion von vWF-MolekOlen gemass einem der 
Anspruche 21 bis 24 in einem beliebigen Mischungsverhaitnis. 
15 Eine bevorzugte Ausfuhrungsform ist in Anspruch 26 beschrieben. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der niedermolekularen Fraktion von vWF-Molekulen oder der hochmo- 
lekularen Fraktion von vWF-Molekulen Oder einer Mischung davon in einem beliebigen Mischungsverhaitnis zur Behand- 
lung von Hamophilie A oder verschiedener Formen der von Willebrand Disease. 

Es war im Hinblick auf den Stand der Technik nicht vorhersehbar, dass die nach einem praparativen Trennungsver- 
20 fahren erh alt lichen Fraktionen bzw. deren Mischung zur Behandlung der genannten Krankheiten geeignet sind. 

Gegenstand der Erfindung ist auch eine pharmazeutische Zusammensetzung, die die niedermolekulare Fraktion 
von vWF-Molekulen oder die hochmolekulare Fraktion von vWF-MolekOlen oder eine Mischung davon in einem belie- 
bigen Mischungsverhaitnis in einem physiologisch annehmbaren Trager enthait. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform davon ist im Unteranspruch 29 beschrieben. 
25 Das erfindungsgemasse Verfahren eignet sich in gleicher Weise fur plasmatischen wie auch rekombinanten vWF 
(rvWF). Ausgangsmaterial zur Trennung der hoch- und niedermolekularen Fraktionen ist entweder eine vWF angerei- 
cherte Plasmafraktion oder ein zellfreies Kulturmedium nach Fermentation tierischer Zellen, aus dem rekombinanter 
vWF isoliert und vorgereinigt wurde. 

Der for die Trennung verwendete vWF kann mit Hilfe jedes bekannten Verfahrens vorgereinigt werden. 
30 Gemass dem erfindungsgemassen Verfahren zur Trennung von vWF und insbesondere rvWF in hochmolekulare 
und niedermolekulare Fraktionen wird der vWF an einem Affinitatstrager gebunden und dann bei unterschiedlichen 
Salzkonzentrationen eluiert. 

Fur die Erzielung besonders hoher Ausbeuten wird die Trennung in einem Ca2*-freien Puffersystem durchgefuhrt. 

Die niedermolekularen vWF- Fraktionen lassen sich bei einer geringeren SaJzkonzentration alsdie hochmolekularen 
35 vWF-Fraktionen eluieren. 

Fur die Elution sind losliche ein- und zweiwertige Salze verwendbar. Vorzugsweise wird NaCI verwendet. Calcium- 
salze sind fur die Elution nicht geeignet. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird der vWF bei einer Salzkonzentration von < 150 mM an den Affinitats- 
trager gebunden. Bei einer Salzkonzentration zwischen 150 und 250 mM, und insbesondere bei 160 mM, werden dann 
40 die niedermolekularen Aggregate des vWFs eluiert, und danach bei einer Salzkonzentration von > 250 mM und insbe- 
sondere bei & 270 mM die hochmolekularen Aggregate eluiert. 

Bevorzugt wird NaCI als Salz verwendet. Calciumsalze sind nicht geeignet. 

Das erfindungsgemasse Verfahren wird vorzugsweise an einer Heparin-Affinitatschromatographie-Saule durchge- 
fuhrt. FOr die Aff initatschromatographie kann jeder Trager, an dem Heparin gebunden werden kann, verwendet werden. 
45 Als gut geeignet erwiesen sich zum Beispiel AF-Heparin-Toyopearl® (ein synthetisches, grossporiges, hydrophiles Poly- 
mer auf der Basts von Methacrylat (Tosohaas), Heparin EMD-Fraktogel® (ein synthetisches, hydrophiles Polymer auf 
der Basis von Ethylenglykol, Methacrylat und Dimethylacrylat) (Merck) oder Heparin Sepharose Fast Flow® (enthartend 
naturliche Dextran- bzw. Agarosederivate) (Pharmacia). 

Die Aff initatschromatographie wird vorzugsweise in einem pH-Bereich von 6,0 bis 8,5, und insbesondere bei einem 
so pH-Wert von 7,4, durchgefuhrt. 

Im erfindungsgemassen Verfahren wird als Puffersystem eine Pufferlosung bestehend aus Puffersubstanzen, ins- 
besondere Tris/HCI-Puffer, Phosphatpuffer oder Citratpuffer, und gegebenerrfalls Salz verwendet, die vorzugsweise frei 
von Stabilisatoren, Aminosauren und anderen Zusatzen ist. Es hat sich gezeigt, dass bei einer mit EDTA behandelten 
vWF-LOsung in einem Ca^-freien Puffersystem eine besonders gute Trennung von niedermolekularen und hochmole- 
55 kularen vWF-Proteinaggregaten erzieft werden kann. Auf diese Weise lassen sich deshalb auch die hochmolekularen 
vWF-Fraktionen oder hochmolekularen rvWF- Fraktionen, denen eine besonders hohe physiologische Aktivitat zukommt, 
mit guten Ausbeuten erhalten. 

Bei dem erfindungsgemassen Verfahren wird vorzugsweise ein rekombinantes vWF-Konzerrtrat aus zellfreien Kul- 
turOberstanden transformierter Zellen eingesetzt. 
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Nach dem erf indungsgemassen Verfahren zur Trennung von vWF in hochmolekulare und niedermolekulare Frak- 
tionen lassen sich auf eff iziente und einfache Weise niedermolekularer und hochmol ekularer vWF erhaiten. Nach diesem 
Trennverfahren lasst sich deshalb die physiologisch besonders aktrve und somit zur Behandlung von Hamophilie A und 
verschiedener Formen der von Willebrand Disease hervorragend geeignete hochmolekulare Oder niedermolekulare 
5 Fraktion von vWF mit guten Ausbeuten herstellen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsfbrmgemassder^ 
vWF und niedermolekularen vWF aufgetrennt. 

Der fur die Trennung eingesetzte vWF kann mit Hilfe jedes bekannten Verlahrens vorgereinigt werden. 

Besonders bevorzugt ist der gereinigte von Willebrand-Faktor nach einem Verfahren erhaltlich, welches die Stufen 
w umfasst, dass man plasmatischen von Willebrand-Faktor durch eine Anionenaustauschchromatographie an einem Anio- 
nenaustauscher vom quaternaren Aminotyp und eine Affinitatschromatographie an immobilisiertem Heparin in einer 
Pufferlosung bestehend aus Puffersubstanzen und ggf. Salz chromatographisch reinigt. 

In einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform ist der gereinigte von Willebrand-Faktor nach einem Verfahren 
erhaltlich, welches die Stufen umfasst, dass man rekombinanten von Willebrand-Faktor durch eine Anionenaustausch- 
15 chromatographic an einem Anion enaustauscher vom quaternaren Aminotyp und eine Affinitatschromatographie an 
immobilisiertem Heparin in einer Pufferlosung bestehend aus Puffersubstanzen und ggf. KochsaJz chromatographisch 
reinigt. 

Besonders bevorzugt ist der gereinigte von Willebrand-Faktor nach einem Verfahren erhaltlich, bei dem ein rvWF- 
Konzentrat aus zelrfreien Kulturuberstanden transformierter Zellen gereinigt wird. 
20 Als Pufferlosung wird bei der Reinigung von vWF bevorzugt ein von Stabilisatoren, Aminosauren und anderen Zusat- 
zen freies Puffersystem verwendet. 

Bevorzugt wird die Anionenaustauschchromatographie und/oder die Affinitatschromatographie in einem pH-Bereich 
von 6,0 bis 8,5, und bevorzugter bei einem pH-Wert von 7,4, durchgefuhrt. 

Der bei der Anionenaustauschchromatographie an den Anionenaustauscher und bei der Affinitatschromatographie 
25 an immobiiisiertes Heparin gebundene von Willebrand-Faktor kann durch ErhOhung der Salzkonzentration eluiert wer- 
den. 

Bevorzugt istderquaternare Anionenaustauscher ein Fraktogel mit Tentakelstruktur, insbesondere ein EMD-TMAE- 
Fraktogel. 

Bei dem Reinigungsverfahren wird insbesondere der vWF an den Anionenaustauscher bei einer Salzkonzentration 
30 von ss 270 mM NaCI gebunden, und bei einer Salzkonzentration > 270 mM NaCI, und vorzugsweise > 280 mM NaCI 
eluiert. 

Die Affinitatschromatographie wird bei der Reinigung des vWF vorzugsweise an einem Trager mit daran gebunde- 
nem Heparin durchgefuhrt, wobeisich bevorzugt AF-Heparin-Toyopearl® (Tosohaas), Heparin EMD-Fraktogel® (Merck) 
und Heparin Sepharose Fast Flow® (Pharmacia) gleichermassen eignen. 

35 In einer besonderen AusfQhrungsform ist der gereinigte von Willebrand-Faktor nach einem Verfahren erhaltlich, bei 
dem der in der Anionenaustauschchromatographie vorgereinigte vWF an das immobilisierte Heparin bei einer Salzkon- 
zentration < 150 mM NaCI bindet und bei einer Salzkonzentration > 150 mM NaCI, vorzugsweise bei 200 bis 300 mM 
NaCI, bevorzugter 160 bis 270 mM NaCI eluiert wird. 

Es ist von Vorteil, als Ausgangsmaterial zur Trennung von hochmolekularem und niedermolekularem vWF bererts 

40 gereinigte Konzentrate heranzuziehen. Das chromatographische Trennungsverfahren bewirkt noch zusatzlich einen wei- 
teren Reinigungseffekt. 

Die nach dem erf indungsgemassen Trennungsverfahren erhaltenen hochmolekularen und niedermolekularen Frak- 
tionen sowie Mischungen der beiden Fraktionen in jedem Mischungsverhaltnis sind physiologisch aktiv und kCnnen for 
therapeutische Zwecke eingesetzt werden. 
45 Die niedermolekulare Fraktion an vWF-MolekQIen ist dadurch gekennzeichnet, dass sie vorwiegend Dimere und 
Tetramere enthalt, die aus identischen vWF-Untereinheiten bestehen. 

In der niedermolekularen Fraktion ist der Anteil an Dimeren und Tetrameren hOher als in der physiologischen Zusam- 
mensetzung des vWF. 

Es wurde uberraschenderweise gefunden, dass niedermolekulare Fraktionen von rekombinantem aus identischen 
so vWF-Untereinheiten bestehen, wogegen Fraktionen von plasmatischem vWF aus einer Mischung von Dimeren oder 
Tetrameren mit unterschiedlichen Untereinheiten bestehen. 

Die niedermolekulare Fraktion an vWF-MolekQIen ist nach einem Verfahren gemass einem der Anspruche 1 bis 13 
erhaltlich. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform enthalt die niedermolekulare Fraktion von vWF-Molekulen mindestens 83 
ss % Dimere und maximal 16 % Tetramere und maximal 1 % hohere Polymere. Die niedermolekulare Fraktion ist frei von 
Plattchen aggregierender Wirkung, bindet Faktor VIII, tragt zur Stabiiisierung von Faktor VIII bei und beeinflusst die 
Lagerstabilitat von Faktor VIII positiv. 

Die niedermolekulare Fraktion von vWF-MolekOlen besteht vorzugsweise aus rekombinanten vWF. 
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Die hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekulen, weist eine urn mindestens 50 %, vorzugsweise mindestens 60 
% verbesserte Aktivitat pro \xjq Protein in der Plattchenaggregation verglichen mit der physiologischen Mischung von 
hochmolekularen und niedermolekularen vWF-Molekfllen auf. 

Die hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekulen ist nach einem Verfahren gemass einem der AnsprOche 1 bis 13 
5 erhaltiich. 

Uberaschenderweise wurde gefunden, dass die hochmolekulare Fraktion von rekombinantem vWF Multimere ent- 
halt, die aus identischen vWF-Untereinheiten bestehen, wogegen Fraktionen von plasmatischem vWF aus einer 
Mischung von Muftimeren mit unterschiedlichen Untereinheiten bestehen. 

Die hochmolekulare Fraktion von vWF-MolekOlen besteht vorzugsweise aus rekombinanten vWF. 
10 Ubenraschenderweise wurde gefunden, dass sowoht die niedermolekulare als auch die hochmolekulare Fraktion 
von rekombinantem vWF eine potentiell hohere Bindungskapazitat an Faktor VIII im Vergleich zu entsprechenden Frak- 
tionen des plasmatischen vWF besitzt. Die Fraktionen des rekombinanten vWF binden daher Faktor VIII effizienter als 
die plasmatischen Fraktionen. 

Die unterschiedliche Verwendung der hochmolekularen bzw. der niedermolekularen Fraktion ergibt sich aus ihrer 
15 physiologischen Aktivitat. Die Moglichkeit der Herstellung von gezielten Mischung en der beiden Fraktionen erlaubt die 
Behandlung von speziellen medizinischen Indikationen. 

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit die Verwendung der niedermolekularen Fraktion von 
vWF-Molekulen Oder der hochmolekularen Fraktion von vWF-Molekulen oder einer Mischung davon zur Behandlung 
von Hamophilie A oder verschiedener Formen der von Willebrand Disease. 
20 Insbesondere sei darauf hingewiesen, dass bei Verwendung eines rekombinanten vWF in dem erf indungsgemassen 
Trennungsverfahren die Endprodukte (hochmolekulare und niedermolekulare Fraktion, sowie Mischungen der beiden 
Fraktionen in jedem MischungsverhaJtnis) frei von Plasmaproteinen und frei von Faktor VIII sowie frei von pathogenen 
Viren sind. Dieses kann bei der Herstellung von pharmazeutischen Produkten, wie sie oben genannt sind, fOr bestimmte 
medizinische Indikationen von grossem Vorteil sein. 
25 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch eine pharmazeutische Zusammensetzung, die die niedermoleku- 
lare Fraktion von vWF-Molekulen oder die hochmolekulare Fraktion von vWF-MolekOlen Oder eine Mischung davon in 
einem beliebigen Mischungsverhaltnis in einem physiologisch annehmbaren Trager enthalt. 

Vorzugsweise enthalt die pharmazeutische Zusammensetzung Faktor VIII oder funktionelle Deletionsmutante(n) 
von Faktor VIII, wobei die vWF-MolekOle der hochmolekularen Fraktion oder der niedermolekularen Fraktion oder der 
30 Mischung davon Faktor VIII oder funktionelle Deletionsmutante(n) von Faktor VIII stabilisieren. 

Zur Herstellung pharmazeutischer Praparationen werden die jeweiligen Fraktionen oder deren Mischungen vor- 
zugsweise aufkonzentriert und das Konzentrat weiter verarbeitet. 

Die Herstellung der pharmazeutischen Zusammensetzungen kann auf an sich bekannte und ubliche Weise erfolgen. 
Vorzugsweise werden die Produkte (niedermolekulare und hochmolekulare Fraktionen sowie jede mogliche Mischung 
35 davon) oder die diese enthaltenden Kbnzentrate mit einem geeigneten physiologisch vertraglichen Trager vermischt. 
Als Trager dient vorzugsweise eine physiologische Kochsalzlosung. 

Die pharmazeutischen Zusammensetzungen konnen in einer zur Behandlung von Hamophilie A und verschiedener 
Formen der von Willebrand Disease ublichen und gebrauchlichen Darreichungsform vorliegen; vorzugsweise liegen sie 
in Form eines zur Infusion geeigneten Praparates vor. 
40 In den folgenden Beispielen wird die Erfindung naher erlautert, ohne sie darauf zu beschranken. 

In Beispiel 1 wird die erf indungsgemasse Trennung von hochmolekularen und niedermolekularen vWF-Polymeren 
mittels Heparin-Affinitatschromatographie gezeigt. 

Beispiel 1 : Trennung von hoch- und niedermolekularen Formen des von Willebrand- Faktors 

45 

Rekombinanter von Willebrand- Faktor (rvWF) in 20 mM Tris-HCI 

Puffer (Tris-Puffer), pH 7,4, wurde auf eine Glassaule, welche mit AF Heparin Toyopearl® (Firma Tosohaas) gefullt 
war, mit einer Fliessgeschwindigkeit von 1 ml/min/cm 2 aufgetragen. Die Saule wurde zuerst mit Tris-Puffer gespOlt, urn 

so unspezrfisch gebundene Proteine zu entfernen. Dann wurde die Saule mit 160 mM NaCI in Tris-Puffer und nachfolgend 
mit 270 mM NaCI in Tris-Puffer eluiert. Wahrend der Chromatographie wurde die Proteinabsorbtion in ublicher Weise 
bei 280 nm verfolgt. Nach der Chromatographie wurde die Proteinkonzerrtration mittels der Bradford Methode (M. Brad- 
ford, Anal. Biochem. 72:248-254, 1976) bestimmt. Der Gehalt an rvWF wurde mittels eines handelsublichen ELISA 
Systems (Boehringer Mannheim) bestimmt. Die Verteilung der Murtimerenstrukturen des rekombinanten von Willebrand- 

55 Faktors in den einzelnen Reinigungsfraktionen wurde durch SDS-Agarosegelelektrophorese in ublicher Weise unter- 
sucht und durch Densitometrie quantitativ ausgewertet. Die Fahigkett zur Ristocetin vermitteften Blutplattchenaggrega- 
tion wurde mittels eines handelsOblichen Testsystems (von Willebrand Reagens, Behring Werke) untersucht. 
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Abbildung 1 zeigt das Multimerenspektrum der einzelnen erhattenen Fraktionen. Bei einer Salzkonzentration von 
160 mM NaCI wurde rvWF mit niedrigem Molekulargewicht. vorwiegend vom Typ primares Dimer, eluiert. Demgegen- 
Qber wurde bei einer Salzkonzentration von 270 mM NaCI rvWF mit hohem Molekulargewicht eluiert. 

Abbildung 2 zeigt einedensitometrische Auswertung der Verteilung der Multimeren des bei 1 60 mM NaCI erhaltenen 
rekombinarrten von Willebrand-Faktors. Diese Auswertung ergab, dass das so erhaltene rvWF-Polymergemisch zu 84,4 
% aus dem primaren Dimeren (Molekulargewicht ca. 440000) und zu 14,9 % aus dem Tetrameren (Molekulargewicht 
ca. 880000) besteht. 

Eine in Abbildung 3 gezeigte densitometrische Auswertung der rvWF Fraktion, die durch Elution mit 270 mM NaCI 
erhalten wurde, ergab, dass das so erhaltene rvWF-Polymergemisch aus einer Kaskade von immer hOhermolekularen 
Polymeren besteht. 

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse der Chromatographic und erste Funktionsanalysen der rvWF Fraktionen zusam- 
mengestellt. Aus den Ergebnissen geht hervor, dass nahezu der gesamte rvWF an den Trager gebunden wurde. Das 
mit 160 mM NaCI eluierte rvWF-Polymergemisch (niedermolekular) zeigte keine Fahigkeit zur Agglutination von Blut- 
piattchen. Die bei 270 mM NaCI erhaltene Fraktion (hochmolekular) besass eine hohe Aktivitat in Bezug auf Piattchen- 
Aggregation. Gegenuber dem Ausgangsmaterial wurde dabei durch die Abtrennung der nicht aggregierenden, nieder- 
molekularen rvWF Formen die spezifische Aktivitat in Bezug auf die Agglutination urn 69 % gesteigert. 

Durch die im Beispiel 1 beschriebene Chromatographic des rvWF am Affinitatstrager wurde gleichzeitig die Reinheit 
des rvWF wesentlich erhOht. rvWF der 1 60 mM NaCI-Fraktion zeigte eine doppelte, und rvWF der 270 mM NaCI Fraktion 
eine 6 fach hOhere Reinheit im Vergleich zum Ausgangsmaterial. 



Tabelle 1 



Probe 


Volumen ml 


Protein 
mg/ml 


vWF:AG 
mg/ml 


vWF:AG mg 


mg vWF:AG/ 
mg Protein 


Agglutina- 
tion mil/jig 
Protein 


Agglutina- 
tion mil/jig 
vWF:AG 


rvWF Aus- 


560 


0,62 


92 


51 


0.15 


0,650 


4,3 


gang 
















160 mM 
NaCI-Eluat 


98 


0,2 


54 


6 


0,27 


0 


0 


270 mM 
NaCI-Eluat 


86 


0,5 


440 


38 


0,88 


6,4 


7.27 



Beispiel 2: Bindung von rekombinantem von Willebrand-Faktor an Faktor VIII 

Die nachfolgenden Untersuchungen wurden in ELISA-Mikrotitrationsplatten durchgefOhrt, die mitanti vWF Immun- 
globulin (Asserachrom vWF, Boehringer Mannheim) beschichtet waren. Durch 1-stundige Inkubation bei Raumtempe- 
ratur mit 200 jil 50 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NaCI, 0,5 % Albumin, 0.1 % Tween 20 (TBS-Puffer), der 100 ng/ml 
vWF:AG enthielt, wurden jeweils 5 ng vWF an die Reaktionsgefasse gekoppelt. Es wurden folgende vWF Proben ver- 
wendet: Humaner vWF (Diagnostika Stago), rvWF (Ausgangsmaterial aus Beispiel 1), niedermolekularer rvWF (160 
mM NaCI Elutions-Fraktion aus Beispiel 1), hochmolekularer rvWF (270 mM NaCI Elutions-Fraktion aus Beispiel 1). Die 
Mikrotitrationsplatten wurden anschliessend 3 mal fur 3 Minuten mit TBS gewaschen, und anschliessend wurde jedes 
Reaktionsgefass mit 25 jit rekombinantem Faktor VIII (Miles) in TBS uberschichtet und 1 Stunde bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Kbnzentration des Faktor VIII wurde im Bereich von 100 mil/ml bis 7.12 mU/ml variiert. Danach wurden 
die Reaktionsgefass 3 mal fur 3 Minuten mit jeweils 200 |xl TBS gewaschen. Anschliessend wurde die durch den immo- 
bilisierten vWF gebundene Menge an Faktor VIII mittels eines kauflichen Testsystems (Chromogenix Coatest VIII:C/4) 
bestimrrrt. 

Abbildung 4 zeigt die Bindung von Faktor VIII an den von Willebrand-Faktor in Abhangigkeit von der angebotenen 
Faktor VIII Menge. Die Ergebnisse zeigen. dass alle untersuchten vWF Fraktionen den Faktor VIII in einer konzentrati- 
onsabhangigen Weise binden, wobei rvWF verglichen mit humanem vWF eine annahernd identische Faktor VIII Bindung 
zeigte. rvWF der 270 mM NaCI Fraktion aus Beispiel 1 zeigte eine erhOhte Bindung von Faktor VIII, rvWF aus der 160 
mM NaCI Fraktion eine geringfugig niedrigere Bindung von Faktor VIII. 

Beispiel 3: Stablllslerung von rekombinantem Faktor VIII durch rekombinanten von Willebrand-Faktor. 

Faktor VIII wird physiologisch im menschlichen KOrper durch den von Willebrand-Faktor gebunden und ist in dieser 
Form stabil. DemgegenOber wird ungebundener Faktor VIII in wenigen Minuten proteolytisch inaktiviert. 
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Unterschiedliche Fraktionen von rekombinantem von Willebrand-Faktor, erhaften nach der Methode aus Beispiel 1 . 
wurden transformierten SK-Hep Zellen in Zellkultur zugesetzt. die Faktor VIII sezernieren. Nach 24 Stunden wurden in 
den Zellkultur-Uberstanden die Aktivitaten von rekombinantem Faktor VIII mittels eines kauflichen Testsystems (Chro- 
mogenix Coatest VIII:C/4) bestimmt. Tabelle 2 stellt die Ergebnisse zusammen. 

Aus den Ergebnissen ist ersichtlich, dass durch die Zugabe von rvWF zu den Zellen nach 24 Stunden eine wesentlich 
hohere Konzentration an Faktor VIII vorhanden war. Sowohl die hochmolekulare vWF Fraktion als auch die niedermo- 
lekulare vWF Fraktion binden und stabilisieren den Faktor VIII, wobei die hochmolekulare Fraktion eine bessere Fahigkeit 
zur Stabilisierung von Faktor VIII hat als die niedermolekulare Fraktion. 

Diese Daten zeigen ausserdem, dass durch Zugabe von von Willebrand-Faktor auch rekombinant hergestellter 
Faktor VIII stabilisiert werden kann. 



Tabelle 2 


Probe 15 ng/ml 


Faktor VIII Aktivitat nach 24 Stunden U/ml 


Kontrolle 


0,5 


rvWF Ausgang 


1.8 


rvWF-160 mM NaCI Eluat 


0,8 


rvWF-270 mM NaCI Eluat 


2,4 



Beispiel 4: Stabilisierung von Faktor VIII durch rekombinanten von Willebrand-Faktor 

Gemische aus Faktor VIII und rekombinantem von Willebrand-Faktor aus ZellkutturGberstanden, wie sie im Beispiel 
3 erhalten wurden, wurden bei -20°C eingefroren und fur 6 Tage bei -20°C aufbewahrt. Danach wurde wiederum die 
Aktivitat an Faktor VIII bestimmt. Tabelle 3 fasst die Ergebnisse zusammen. 

Aus den Ergebnissen ist ersichtlich, dass alle getesteten vWF Fraktionen die Lagerstabilitat des Faktors VIII urn 
mehr als das 2,5fache erhohen. Dieses lasst auch bei der niedermolekularen Fraktion auf eine starke Bindung des vWF- 
Faktor VIII Komplexes schliessen. 



Tabelle 3 



Probe 1 5 fig/ml 


Faktor VIII Aktivitat (mU/ml) 




t=0 


t=6 Tage 


%Verlust 


Kontrolle 


500 


150 


70 


rvWF Ausgang 


1800 


1300 


28 


rvWF-160 mM NaCI Eluat 


800 


600 


25 


rvWF-270 mM NaCI Eluat 


2400 


1800 


25 



Beispiel 5: Reinigung von rvWF aus KulturuberstSnden durch Anionenaustauschchromatographie 

Rekombinanter vWF wurde gemass Oblicher Verfahren nach Infektion von Vera Zellen (Affen-Nierenzellen) mit Vac- 
cinia-Virus in Zellkulturtechnik gewonnen. VeroA/accinia Expressionssysteme und Zellkulturbedingungen werden in F.G. 
Falkner et al., Thrombosis and Haemostasis 68 (1992) 119-124, N. Barrett et al., AIDS Res. 5 (1989) 159-171 und F. 
Dorner et al., AIDS Vaccine Research and Clinical Trials, Marcel Dekker, Inc. New York (1 990) ausfuhrlich beschrieben. 
Die Expression von rvWF erfolgte in synthetischem DMEM-Standardmedium (Dulbeccos minimal essential medium). 

Nach der Fermentation der transformierten Zellen wurde das Kulturmedium abgetrennt, und Zellen und ZeNbruch- 
stucke wurden durch Zentrifugation entfernt. Weitere Weinere Bestandteile, wie Membranbruchstucke Oder Bakterien, 
wurden durch Filtration durch Filter mit einer PorengrOsse von 0,4 \im entfernt. 

770 ml zellfreier Kulturuberstand wurde mit einer Fliessgeschwindigkeit von 2 ml/cm2/min uber eine Saule (1 ,6 cm 
x 5 cm, gefOllt mit 10 ml Anionenaustauscher EMD-TMAE-Fraktogel (Merck)) filtriert. Das Gel wurde zuvor mit 20 mM 
Tris-HCI Puffer (pH 7,4) equilibriert. Anschliessend wurde die Saule mit 20 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,4) gewaschen. 
Fremdstoffe wurden durch Waschen der Saule mit 200 mM NaCI enthaltendem Puffer entfernt. Der rvWF wurde dann 
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mit 280 mM NaCI in 20 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,4) vom Trager eluiert. Schliesslich wurde mlt 1 M NaCI eventuell 
vorhandenes Restmateriai von der Saule eluiert. Wahrend der Chromatographie wurde die Protein absorption in OWicher 
Weise bei 280 nm verfoJgt. Nach der Chromatographie wurde die Proteinkonzentration nach der Bradford Methode (M. 
Bradford, Anal. Biochem. 72 (1 976) 248-254) bestimmt. Der Gehaltan rvWF wurde mittels eines handelsOblichen ELISA 
Systems (Boehringer Mannheim) bestimmt. 

Es wurde gefunden, dass nahezu der gesamte rvWF an den Trager gebunden wurde. rvWF wurde durch 0,28 M 
NaCI vom Anionenaustauscher eluiert. Die Ergebnisse der Reinigung von rvWF am Anionenaustauscher sind in Tabelle 
4 zusammengefasst. 

Durch die in diesem Beispiel beschriebene Reinigung wurde der rvWF urn das 6-fache angereichert. 



Tabelle 4 



Probe 


Volumen (ml) 


Gesamtproteln frig/ml) 


rvWF (ng/ml) 


rvWF/ Gesamtprotein 


Zellfreier Kulturuberstand 


770 


113 


7.9 


0.069 


Elution mit 200 mM NaCI 


95 


147 


0,0016 


0,00001 


Elution mit 280 mM NaCI 


75 


168 


61 


0.36 


Elution mit 1 M NaCI 


50 


196 


6 


0,03 



Beispiel 6: Reinigung von rvWF durch Aff Inltatschromatographle 

Ein nach Beispiel 5 erhaltener rvWF wurde zur Verringerung der Salzkonzentration (160 mM NaCI) mit 20 mM Tris- 
HCI Puffer (pH 7,4) verdOnnt. Anschliessend wurde die Losung durch eine Saule (1,6 cm x 5 cm, gefullt mit 10 ml AF 
Heparin Toyopearl 650 (Tosohaas)) mit einer Fliessgeschwindigkeit von 1 ml/cm2/min f iltriert. Die Saule war zuvor mit 
20 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,4) equilibriert worden. Unspezrfisch gebundene Proteine wurden zuerst durch Waschen 
mit 20 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,4) entfernt. rvWF wurde durch 270 mM NaCI in 20 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,4) vom 
Trager eluiert. Schliesslich wurde mit 1 M NaCI Restmateriai von der Saule eluiert. Wahrend der Chromatographie wurde 
die Proteinabsorbtion in ublicher Weise bei 280 nm verfolgt. Nach der Chromatographie wurde die Proteinkonzentration 
mittels der Bradford Methode (M. Bradford, I.e.) bestimmt. Der Gehart an rvWF wurde mittels eines handelsOblichen 
ELISA Systems (Boehringer Mannheim) bestimmt. 

Es wurde gefunden, dass nahezu der gesamte rvWF an den Trager gebunden wurde. Bei der Elution mit 270 mM 
NaCI wurde der Grossteil des rvWF von der Saule eluiert, wahrend die Waschung mit 1 M NaCI nur noch Spuren von 
rvWF enthalt. Die Ergebnisse dieses Reinigungsschrittes sind in Tabelle 5 zusammengefasst. Durch diesen Reinigungs- 
schritt wurde der Anteil des rvWF- Proteins zum Gesamtprotein auf uber 86 % erhOht. 

Mit einer denaturierenden SDS-Proteingelelektrophorese (U.K. Laemmli, Nature 227 (1970) 680-685) und 
anschliessendem Western-Blot wurde die Fraktion von 270 mM NaCI genauer untersucht. 

Wie in Abb. 5 dargestellt, ergab die denaturierende elektrophoretische Analyse, dass durch die im Beispiel 5 und 
6 beschriebene Reinigung rvWF in hoher Reinheit gewonnen wurde. Im so gewonnenen Produkt konnten keine anderen 
Gerinnungsfaktoren, wie z.B. Faktor VIII, nachgewiesen werden. 



Tabelle 5 



Probe 


Volumen (ml) 


Gesamtprotein frig/ml) 


rvWF frig/ml) 


rvWF/ Gesamtprotein 


rvWF-Konzentrat 


225 


50 


13,9 


0,27 


Elution mit 270 mM NaCI 


43 


70 


60 


0,86 


Elution mit 1 M NaCI 


32 


25 


2 


0,08 



Beispiel 7: Isolierung von plasmatischem undombinantem von Willebrand-Faktor mit unterschiedlicher Multi- 
merlslerung und Charakterisierung der Bindung zu Faktor Vill 

Rekombinanter von Willebrand-Faktor (r-vWF), von Willebrand-Faktor a us Humanplasma (p-vWF) und von Wille- 
brand-Faktor aus Plasma- Kryoprazipitat (k-vWF) wurde durch Kombination aus Anionen-Austauschchromatographie 
und Heparin-Affinitatschromatographie gereinigt 
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In der Anion- Austauschchromatographie wurde das Ausgangsmaterial (r-vWF: FermentationsQberstand rekombi- 
nanter CHO-Zellen; p-vWF: humanes Citralplamsa; k-vWF: Plasmakryoprazipitat) auf eine Fractogel-EMD-TMAE-Saule 
(Firma Merck) aufgetragen und vWFdurch Elution mit 20 mM Tris/HCI-Puffer, pH 7,0, 280 mM NaCI. erhalten. Anschlies- 
send wurden die Praparate durch Zugabe von 20 mM Tris/HCI-Puffer auf eine Salzkonzentration von 90 mM verdOnnt 
und auf eine Fractogel-EMD-Heparin-Saule (Fa. Merck) aufgetragen. vWF wurde durch eine stufenweise Elution mit 
zunehmender Salzkonzentration eluiert. Oabei wurde die NaCI-Konzentration in 20 mM Tris/HCI-Puffer, pH 7,0. zwischen 
1 20 mM und 280 mM variiert. Auf diese Weise wurden sowohl for p-vWF, k-vWF und r-vWF Praparate bei 1 20 mM NaCI, 
160 mM NaCI, 190 mM NaCI, 230 mM NaCI und 280 mM NaCI erhalten, die sich in der Multimerenzusammensetzung 
voneinander unterscheiden. 

Der Gehalt an vWF (vWF- Antigen, vWF:Ag) wurde mittels einem Oblichen ELISA-Test bestimmt (Asserachrom vWF, 
Boehringer Mannheim). 

Die Bindung von Gerinnungsfaktor VIII an sowohl p-vWF, k-vWF und r-vWF wurde mittels Veal-time biospecific 
interaction analysis', basierend auf Messungen der Oberflachen-Plasmon Resonanz-Technologie (Malmqvist M, Natur 
1 993; 361 : 186-187) bestimmt. Dabei wurde das stochiometrische Verhaltnis von vWF-Untereinheiten zu gebundenem 
Faktor VIII bestimmt: Ein monoWonaler anti-human von Willebrand-Antikorper (AvW82) wurde kovalent an den Sensor- 
chip CMS (Pharmacia Biosensor AB) gebunden (O'Shannessy D.J. et al, 1993, Anal. Biochem. 212: 457-468; Karlsson 
R, 1994, Anal. Biochem. 221: 142-151). Die Messung der Resonanz-Einheiten (RU) entspricht dabei der Basislinie 
(RU BL ). 

p-vWF, k-vWF und r-vWF wurden in 10 mM HEPES, pH 7,4, 105 mM NaCI, 1 mM CaCI 2 , 0,05% Surfactant P 20 
(HBS-Puffer) zu einer Konzentration von 20jig/ml gelost. Fur jedes Experiment wurden 50jjU Proben des vWF uber den 
Sensorchip aufgetragen, mit einer Fliessgeschwindigkeit von Sjil/min, urn die Bindung von AvW8y2 an den vWF zu 
ermoglichen (Phase A). Nicht gebundener vWF wird durch Spulen mit HBS-Puffer entfernt (Phase B). p-vWF und k- 
vWF wurden zusatzlich mit 20u.l 250 mM CaCI 2 gewaschen , urn Spuren von plasmatischem Faktor VIII zu entfernen. 
Die Bindung von vWF an Av8/2 entsprichtder vWF-Resonanz-Einheit (RU vWF ). Fur die Analyse der Bindung des Faktors 
VIII wurden 60 ml rekombinanter FVIII (2,5 ^g/ml in HBS-Puffer) uber den Sensorchip injiziert, bei konstanter Flussrate 
von Sjil/ml, urn die Bindung des Faktors VIII an den vWF zu ermoglichen (Phase C). Die Messung der Resonanzeinheiten 
entsprechen der FVIII-Bindung (RU Fvm ). Durch SpOlen mit HBS-Puffer wurde Faktor VIII wieder vom vWF abdissoziiert 
(Phase D). Das stochiometrische Verhaltnis des Komplexes aus FVIII und vWF-Untereinheit ergibt sich aus den Reso- 
nanzeinheiten und den Molekulargewichten: vWF (Untereinheit) : FVIII = (RU vW f ■ RU BL ) / (RU Fvm -RU vWF ) x 
330,000/220,000 (O'Shannessy D J et al, 1993, Anal. Biochem. 212: 457-468; Karlsson R, 1994, Anal. Biochem. 221 ■ 
142-151). 

Abb. 6 zeigt das Sensogramm der Anlagerung von r-Faktor VIII an r-vWF. 



Tabelle 6 



Bestimmung der Stochiometrie des vWF-Faktor Vlll-Komplexes 


Beispiel 


Stochiometrie vWF-Untereinheit : FVIII 


r-vWF 120 mM Eluat 


2,25 : 1 


r-vWF160mM Eluat 


2,5 : 1 


r-vWF190mM Eluat 


2,0: 1 


r-vWF 230 mM Eluat 


2,0: 1 


r-vWF 280 mM Eluat 


2.0 : 1 


k-vWF 280 mM Eluat 


2,6:1 


P-VWF 280 mM Eluat 


3:1 



Tabelle 6 zeigt die Stochiometrie von vWF : Faktor VIII von nieder- und hochmolekularen Fraktionen von plasmati- 
schem und rekombinantem vWF. Die Daten zeigen, dass sowohl die niedermolekularen als auch die hochmolekularen 
Fraktionen von r-vWF eine hohere Bindungskapazitat zu Faktor VIII aufweisen als p-vWF. 

Belsplel 8: Relnlgung und Trennung von plasmatischem vWF, vWF aus Kryoprazlprtat und rekombinantem vWF 

Plasmatischer vWF (p-vWF), vWF aus Kryoprazipitat (k-vWF) und rekombinanter vWF (r-vWF) wurden mittels 
Heparin-Affinitatschromatographie gereinigt und die niedermolekularen und hochmolekularen Fraktionen gemass Bei- 
spiel 1 getrennt. 
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Aus Abb. 7 wird erkennbar, dass die einzelnen Fraktionen von p-vWF und k-vWF wesentlich unscharfere Banden 
aufweisen als die von r-vWF. Dies wird in Abb. 8 noch wesentiich deutlicher, wo die aufgetrenrrten Multimere von p-vWF 
und r-vWF direkl verglichen wurden. Deutiich sichlbar sind die scharfen Banden von r-vWF nach Trennung im SDS-Gel, 
wogegen bei der Auftrennung von p-vWF eindeutig Zwischenprodukte mit unterschiedlichen Mdekulargewichten auf- 
treten. Diese Zwischenbanden' sind auf das heterogene Gemisch von verschieden grossen vWF-Untereinheiten in den 
p-vWF-Fraktionen zuruckzufQhren, die durch Verdau mit im Plasma vorkommender Protease entstehen. Diese Zwi- 
schenprodukte sind in der Literatur als sogenannte Triplet-Strukturen bekannt. 

PatentansprGche 

1 . Verfahren zur Trennung von vWF in hochmolekularen vWF und niedermolekularen vWF, dadurch gekennzeichnet, 
dass man den vWF an einem Aff initatstrager bindet und dann bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen eluiert. 

2. Verfahren zur Trennung von vWF nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet. dass der zu trennende vWF in einer 
an vWF angereicherten Plasmafraktion vorliegt. 

3. Verfahren zur Trennung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dass der zu trennende vWF rekombinanter 
vWF ist, der in einem rekombinanten vWF Konzentrat aus zeilfreien Kulturuberstanden transformierter Zellen vor- 
liegt. 

4. Verfahren zur Trennung von vWF nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass man gereinigten vWF in hoch- 
molekularen vWF und niedermolekularen vWF auftrennt. 

5. Verfahren zur Trennung von vWF in hochmolekularen vWF und niedermolekularen vWF nach einem der AnsprQche 
1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass man die Trennung in einem Ca2*-freien Puffersystem vornimmt. 

6. Verfahren zur Trennung von vWF nach einem der AnsprQche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass der Affinrtats- 
trager ein Trager mit daran gebundenem Heparin ist, wobei sich bevorzugt AF-Heparin Toyopearl® (Tosohaas), 
Heparin EMD-Fraktogel® (Merely und Heparin Sepharose Fast Flow® (Pharmacia) gleichermassen eignen. 

7. Verfahren zur Trennung von vWF nach einem der Anspruche 1 bis 6. dadurch gekennzeichnet, dass als Puffersystem 
fur die Aff initatschromatographie eine Pufferlosung, bestehend aus Puffersubstanzen und ggf. Salz verwendet wird. 

8. Verfahren zur Trennung von vWF nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass als Puffersystem eine Pufferlo- 
sung, bestehend aus Tris/HCI-Puffer, Phosphatpuffer Oder Citratpuffer, und ggf. Kochsalz verwendet wird. 

9. Verfahren zur Trennung von vWF nach einem der Anspruche 1 bis 8. dadurch gekennzeichnet, dass die Affinitats- 
chromatographie in einem pH-Bereich von 6,0 bis 8,5, vorzugsweise bei einem pH-Wert von 7,4 durchgefuhrt wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9. dadurch gekennzeichnet, dass niedermolekularer vWF bei einer 
geringeren Salzkonzentration als hochmolekularer vWF eluiert wird. 

1 1 . Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass man den vWF bei einer Salzkonzen- 
tration < 150 mM an den Aff initatstrager bindet. bei einer Salzkonzentration zwischen 150 und 250 mM, vorzugs- 
weise bei 160 mM, niedermolekulare Aggregate des vWF eluiert, und danach bei einer Salzkonzentration von > 
250 mM, vorzugsweise e 270 mM, hochmolekulare Aggregate des vWF eluiert. 

1 2. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 , dadurch gekennzeichnet, dass als Salze losliche ein- und zweiwertige 
Salze verwendet werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass als Salz NaCI verwendet wird. 

14. Niedermolekulare Fraktion von vWF-Molekulen, dadurch gekennzeichnet, dass sie vorwiegend Dimere und Tetra- 
mere enthalt. 

15. Niedermolekulare Fraktion von vWF-Molekulen erhaltlich nach einem Verfahren gemass einem der Anspruche 1 
bis 13. 
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1 6. Niedermolekulare Fraktion von vWF-MolekOlen nach Anspruch 1 4 oder 1 5. die mindestens 83 % Dimere und maxi- 
mal 16 % Tetramere und maximal 1 % h6here Polymere enthalt 

17. Niedermolekulare Fraktion von vWF-MolekOlen nach einem der AnsprQche 14 bis 16, die frei ist von Plattchen 
aggregierender Wirkung. 

18. Niedermolekulare Fraktion von vWF-Molekulen nach einem der AnsprQche 14 bis 17, die Faktor VIII bindet, zur 
Stabilisierung von Faktor VIII beitragt, und die Lagerstabilitat von Faktor VIII positiv beeinflusst. 

19. Niedermolekulare Fraktion von vWF-Molekulen nach einem der Anspruche 14 bis 18, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie aus plasmatischem vWF besteht. 

20. Niedermolekulare Fraktion von vWF-MolekQIen nach einem der AnsprQche 14 bis 18, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie aus rekombinantem vWF besteht. 

21. Hochmolekulare Fraktion von vWF-MolekOlen, die eine um mindestens 50 %, vorzugsweise mindestens 60 % ver- 
besserte Aktivitat pro *ig Protein in der Plattchenaggregation aufweist, verglichen mit der physiologischen Mischung 
von hochmolekularen und niedermolekularen vWF-Molekulen. 

22. Hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekulen erhaftlich nach einem Verfahren gemass einem der Anspruche 1 bis 

13. 

23. Hochmolekulare Fraktion von vWF-MolekOlen nach Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, dass sie aus 
plasmatischem vWF besteht. 

24. Hochmolekulare Fraktion von vWF-MolekOlen nach Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, dass sie aus 
rekombinantem vWF besteht. 

25. Mischung aus der niedermolekularen Fraktion von vWF-MolekQIen gemass einem der AnsprQche 14 bis 20 und der 
hochmolekularen Fraktion von vWF-MolekOlen gemass einem der AnsprQche 21 bis 24 in einem beliebigen 
Mischungsverhaltnis. 

26. Mischung nach Anspruch 25, in einem Mischungsverhaltnis, in dem der Anteil an niedermolekularem vWF geringer 
als 35 % oder hSher als 45 % ist. 

27. Verwendung der niedermolekularen Fraktion von vWF-Molekulen nach einem der Anspruche 14 bis 20 oder der 
hochmolekularen Fraktion von vWF-Molekulen nach einem der Anspruche 21 bis 24 oder einer Mischung davon 
nach Anspruch 25 oder 26 zur Behandlung von Hamophilie A oder verschiedener Formen der von Willebrand 
Disease. 

28. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, dass sie die niedermolekulare Fraktion von vWF- 
MolekQIen nach einem der AnsprQche 14 bis 20 oder die hochmolekulare Fraktion von vWF-MolekOlen nach einem 
der AnsprQche 2 1 bis 24 oder der Mischung davon nach Anspruch 25 Oder 26 in einem physiologisch annehmbaren 
Trager enthalt. 

29. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass sie einen Faktor VIII oder 
funktionelle Deletionsmutante(n) von Faktor VIII enthalt, wobei die vWF-MolekQIe der hochmolekularen Fraktion 
oder der niedermolekularen Fraktion oder der Mischung davon Faktor VIII oder funktionelle Deletionsmutante(n) 
von Faktor VIII stabilisieren. 
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Abb. 1 

SDS-Agaroseelektrophore der Fraktionen der 

Af f initatschromatographie von rekombinantem von 

Willebrand Faktor an immbobilisiertem Heparin 



Spur a: Ausgangsmaterial an vWF 
Spur b: Eluat mit 160 mM NaCl 
Spur c: Eluat mit 270 mM NaCl 



12 



EP 0 705 846 A1 



Abb. 2 

Densitometrische Darstellung der Multimerenzusammensetzung der 
vWF-Fraktion erhalten durch Elution bei 160 n\M NaCl. 




SPUR-NUMMER: 39 GESnMTFLnECHE : 181 497 INCREMENTE 

1 = 34.3 '/. 0.0 g/1 152 978 Inc 0.60 Ext. 20.7 nn 

2 « 14.9 % 0.0 g/1 27 075 Inc 0.17 Ext. 26.4 nn 

3 - 0.4 7. 0.0 g/i 754 Inc 0.0! Ext. 32.8 nn 

4 = 0.4 % 0.0 g/1 690 Inc 0.02 Ext. 78.1 nn 
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Abb. 3 

Densitometrische Darstellung der Multimerenzusammensetzung der 
vWF-Fraktion erhalten durch Elution bei 270 mM NaCl- 
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Abb. 4 

Bindung von Faktor VIII and von Willebrand Faktor 




o.oo 1 1 J - 

O 1 2 



Faktor VIII zugegeben (raU) 




humaner vWF 

rvWF-Ausgang (Beispiel 1) 



— rvWF-160 mM NaCl Fraktion (Beispiel 1) 



rvWF-270 mM NaCl Fraktion (Beispiel 1) 
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Abb. 6 

Analyse der Kinetik der Interaktion von r-vWF und r-Faktor VIII 



Relative Resonanzeinheit en (RU) 



CD 
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Abb. 7 zeigt SDS-Agarosegelelektrophorese der Fraktionen nach 
Trennung der vWF Multimere von p-vWF (A) , k-vWF (B) und r-vWF 
mit verschiedenem Grad der Polymerisierung . 



B 





Spur a. vWF vor der Reinigung 

Spur b. Eluat mit 28 0 mM NaCl vom Fractogel EMD-TMAE 

Spur c. Eluat mit 120 mM NaCl nach Heparin-Af f initatschromatographie 

Spur d. Eluat mit 160 mM NaCl nach Heparin-Af f initatschromatographie 

Spur e. Eluat mit 190 mM NaCl nach Heparin-Af f initatschromatographie 

Spur f . Eluat mit 230 mM NaCl nach Heparin-Af f initatschromatographie 

Spur g. Eluat mit 280 mM NaCl nach Heparin-Af f initatschromatographie 
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Abb. 8 SDS-Agarosegelelektrophorese von p-vWF (a) und r-vWF 
nach Af f initatschromatographie und Elution mit 280 mM NaCl . 
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Obwohl der Anspruch 27 sich auf ein Verfahren zur 
Behandlung des menschlichen bzw, tierischen Korpers 
bezieht, wurde trotzdem eine Suche durchgef iihrt , 
die auf den angegebenen Effekten der Verbindung bzw. 
Zusaramensetzung basiert. 
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